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Človeški imunski sistem je kompleksen sistem različnih celic, tkiv in organov. 
Zadolžen je za odgovor na različne notranje ali zunanje grožnje, ena izmed njih 
predstavlja razvoj rakavih celic. Na transformacijo normalnih celic v rakave lahko 
vpliva več dejavnikov, tako zunanjih kot notranjih, pomembno vlogo pri širjenju raka 
pa ima tudi znotrajcelični citosolni encim indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1), ki 
sodeluje v kinureninski razgradni poti (KP) esencialne aminokisline triptofan (Trp). 
Ekspresija IDO1 v celicah tako vpliva na razmerje med koncentracijo Trp in 
metabolitov KP, ki imajo imunosupresivno delovanje in zavirajo odziv imunskega 
sistema na rakave celice. Število na novo odkritih zaviralcev IDO1 se povečuje, saj 
velika farmacevtska podjetja vlagajo v njihov razvoj, veliko od njih se jih je znašlo že 
v kliničnih raziskavah. 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali pet končnih spojin, ki smo jim 
ovrednotili zaviralno delovanje na IDO1. Vseh pet spojin ima enak skelet, ki temelji 
na zadetku iz virtualnega rešetanja 3-(4-fluorofenil)izooksazolo[5,4-d]pirimidin-
4(5H)-onu. Spojine smo analitsko ovrednotili in zaviralno aktivnost preverili s 
pomočjo biokemijskega testiranja na osnovi merjenja fluorescence. Od sintetiziranih 
spojin, ki se med seboj razlikujejo v substituciji na fenilnem obroču, sta le dve 
izkazovali signifikantno zaviralno delovanje. Spojinam 12 in 13 smo določili in 
izračunali vrednost IC50 v nizkem mikromolarnem območju, zato lahko sklepamo, da 
se cikloheksilni obroč ali trifluorometilna skupina, ki sta vezani na fenilacetamidni 
fragment, najbolje prilegata v žep B v aktivnem mestu encima IDO1, kar smo potrdili 
tudi z molekulskim sidranjem spojine 12 v kristalno strukturo encima IDO1. Z 
ustrezno optimizacijo predstavlja spojina 12 dobro izhodišče za razvoj močnega 
zaviralca encima IDO1, ki bi ga lahko v prihodnosti uporabljali kot protitumorno 
učinkovino. 
Ključne besede: indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1), zaviralci, rak, imunski sistem, 





Human immune system is a complex system of different cells, tissues and organs. It 
responds appropriately to internal or external threats, one of which is the development 
of cancer cells. Many internal and external factors can affect the transformation of a 
normal cell to a cancerous one and among them is an intracellular cytosolic enzyme 
indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) has an important role in cancer metastasis. 
IDO1 is involved in the degradation pathway of the essential amino acid tryptophan 
(Trp), known as Kynurenine pathway (KP). IDO1 expression in cells regulates the 
ratio between Trp concentration and concentration of metabolites of the KP, which 
have immunosuppressant activity, thus blocking the immune system response to 
cancer cells. The number of newly discovered IDO1 inhibitors is increasing every day 
since big pharma companies are investing in their development, and many of them are 
already present in clinical trials.  
In our Master thesis we synthesized 5 final compounds, which were evaluated for 
their inhibitory activity. All five synthesized compounds possess the same scaffold, 
which is based on a virtual screening hit compound 3-(4-
fluorophenyl)[1,2]isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-on. All compounds were 
confirmed by different analytical methods and their inhibitory activity was evaluated 
by biochemical assay based on fluorescence measurement. Among synthesized 
compounds, which differ in substitution on the phenyl ring, only two showed 
significant inhibitory activity. IC50 values for compounds 12 in 13 was determined in 
low micromolar range, thus we could assume that cyclohexyl ring or trifluoromethyl 
group fits into the pocket B in the enzyme’s active site, which was confirmed by 
molecular docking of compound 12 into the crystal structure of IDO1.With 
appropriate optimization compound 12 represents the important starting point for the 
development of potent IDO1 inhibitor, which could be used as potential antitumor 
agent. 
Keywords: indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1), inhibitors, cancer, immune 




1.1. Rak in imunski sistem 
1.1.1. Rak 
Rak je splošno ime za vrsto različnih bolezni, katerih glavna lastnost je 
nenadzorovana rast abnormalnih celic. Rast celic je normalen proces in je vedno 
aktivna. Ko se celice poškodujejo ali postarajo, kar se dogaja vsak dan, se sproži 
signalna pot, ki izvede apoptozo (programirana celična smrt) in nadomestijo jih nove 
(1, 2). Vsaka celica izvaja kontrolo nad sabo in sama sproži apoptozo v primeru 
ugotovitve napačnega delovanja (3). Ta proces se podre, ko nastane rak, ki je 
kulminacija vseh napak na genskem zapisu, ki jih celični mehanizmi niso uspeli 
popraviti (1, 4). Poškodovane celice izgubijo kontrolo nad regulatornimi mehanizmi, 
ki nadzorujejo rast in razmnoževanje celic. Prav tako izgubijo lastnosti, po katerih 
telo loči celice med seboj – jetrne od krvnih celic. Rakave celice postanejo neodzivne 
na apoptozo, s tem pa pridobijo še odpornost na kemoterapijo in radioterapijo, kar je 
še poseben problem, saj je princip delovanja večine protitumornih učinkovin 
stimulacija apoptoze (3, 5).   
Rakave celice vplivajo na celično mikrookolje in lahko inducirajo angiogenezo – rast 
novih krvnih žil, kar omogoči konstantno oskrbo s kisikom in hranili, ki jih 
potrebujejo za rast in širjenje v okoliška tkiva. V večini primerov bolezni 
nekontrolirane celice tvorijo gmoto ali tumor, ki je lahko benigni ali maligni. Celice 
malignega tumorja so tiste, ki vdirajo v druga tkiva in se skozi proces metastaziranja 
lahko prenesejo preko krvnega ali limfnega obtoka v oddaljene predele telesa, kjer se 
ponovno razrastejo (2, 6). Kljub cirkulaciji rakavih celic, je nastanek metastaz 
odvisen od sprememb v njih (pritrditvene antigenske strukture na celični površini) in 




1.1.2. Imunski sistem in njegov odgovor na bolezen 
Imunski sistem je kompleksen sistem organov in procesov v telesu, ki je odgovoren 
za prepoznavanje lastnih molekul in celic ter odstranjevanje tujih. Vsaka molekula 
oziroma del molekule, ki jo imunski sistem lahko prepozna, se imenuje antigen (7). 
Ko imunski sistem prepozna antigen, sproži sintezo protiteles (imunoglobulini) in 
posebno vrsto belih krvnih celic – limfocitov, ki označijo antigene za uničenje (2, 8). 
Imunski sistem delimo na dva tipa: prirojeni (nespecifični) in pridobljeni (specifični). 
 
1.1.2.1. Prirojen imunski sistem 
Kot že ime pove, je prirojen imunski sistem aktiven od rojstva (s krajšo periodo 
pasivnega imunskega sistema) in vključuje fizične pregrade (koža, sluznica, epitelne 
celice) ter imunske celice. Primarni odzivi na tujke so fagocitoza, presnova tujkov in 
sprožitev vnetnih reakcij. Fagocitozo izvedejo fagociti, med katere štejemo 
makrofage, dendritične celice (DC) in nevtrofilce. Ko so patogeni fagocitirani v 
intracelularnih vakuolah so izpostavljeni dušikovem oksidu (NO), superoksidu (O2
-) 
in razgradnim encimom z namenom odstranitve tujka (9). Ključen del delovanja 
prirojenega imunskega sistema so tudi naravne celice ubijalke (NK). NK se razvijejo 
v kostnem mozgu pod vplivom interlevkina 2 in 5 (IL-2 in IL-5) ter matičnih celic. 
Nimajo antigen specifičnih receptorjev, odzovejo se na celice z znižano koncentracijo 
izraženih MHC I molekul. Izločajo velike količine interferona γ (IFN-γ), s tem pa 
vplivajo na pridobljen imunski sistem s promocijo diferenciacije celic T pomagalk 
(Th) tipa 1 in z zaviranjem tipa 2. Poleg IFN-γ izločajo še IL-1 in dejavnik tumorske 
nekroze α (TNF-α) (2, 7, 10). 
Akutni vnetni odgovor sprožijo makrofagi, tkivni bazofilci in DC s stimulacijo 
sinteze citokinov, ki vplivajo na lokalno vnetje in »vpoklic« nevtrofilcev, monocitov 
(prekurzor za makrofage in DC) in DC (2, 10) .  
Sistem s pomočjo Tollu podobnih receptorjev (TLR) razlikuje lastno od tujega in 
preko njih tudi stimulira aktivacijo celic Th. Je hitro odziven in takoj, ko celica 
prejme signal o prisotnosti tujka, se znotraj celice prične sinteza zaščitnih proteinov 
(lizocim, interferoni in laktoferin), ki predstavljajo obrambni odgovor. Za odgovor na 
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patogen nespecifični imunski sistem ne potrebuje predhodne izpostavitve patogenu 
(2, 7, 9).  
 
1.1.2.2. Pridobljen imunski sistem 
V specifični odgovor so vključeni limfociti, ki nastanejo v matičnih celicah v 
kostnem mozgu. Nekatere izmed teh celic so sproščene v krvni obtok in potujejo do 
priželjca, kjer dozorijo in iz njih nastanejo celice T. Celice, ki pa dozorijo v kostnem 
mozgu, pa imenujemo celice B. Na obeh tipih limfocitov se nahajajo membranski 
proteini, ki delujejo kot receptorji za tuje molekule na katere se tudi vežejo (2, 11). 
Vsak limfocit ima receptor, ki je specifičen za antigen. Specifičen imunski sistem 
razdelimo na humoralno in celično posredovano imunost. V humoralno imunost so 
vpletene celice B, v celično posredovano imunost pa celice T, v slednji pride do 
posredovanja celic, ne protiteles (11).  
Celice T: T celični receptorji (TCR), podskupine aktiviranih celic T ločimo po vrsti 
citokinov, ki jih izločajo: Th, Treg in Tc (11). Celice Th odstranijo mikrobe z 
izločanjem citokinov in aktivacijo drugih belih krvnih celic – fagocitov. Citotoksične 
celice T (Tc) uničijo okužene celice (virusi), sprožijo diferenciacijo celic T in 
odstranijo rezervoarje infekcije.  
Th0 se diferencirajo v Th1, Th2 in Th17. Th1 proizvajajo IFN-γ (stimulira tudi NK 
celice), limfotoksin, ter IL-2 in so odgovorne za stimulacijo celic Tc in makrofagov, 
sodelujejo pri celično posredovani imunosti. Th2 proizvajajo vrsto drugih 
interlevkinov (IL-4, 5, 6, 10 in 13) in so odgovorne za vpoklic celic B, kar pomeni, da 
so vpletene tudi v humoralno imunost. Ko je IL-2 sintetiziran, omogoča celicam Tc, 
da prepoznajo isti antigen, s tem se celice Tc aktivirajo in namnožijo. Zadnja faza 
razvoja celice Tc je nastanek spominske celice T. Spominska celica se lahko 
preoblikuje v efektorsko celico pri ponovnem pojavu antigena. Regulatorne celice T 
(Treg) pomagajo pri uravnavanju imunskega odgovora z izločanjem IL-10 in 
transformirajočega rastnega faktorja beta (TGF-β), ob nabiranju v tumorskem tkivu 
pa zavirajo protitumorni imunski odgovor (9-13). 
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Celice T prepoznajo antigen le s pomočjo DC – DC razgradi patogen na manjše 
enote, ki jih nato na celični membrani predstavi TCR. S tvorbo poglavitvenega 
kompleksa tkivne skladnosti (MHC) in komplemetarnih vezi (tvorijo se preko 
koreceptorja) se aktivirajo celice T (2, 7, 11).  
Obstajata dva razreda MHC – I in II. Molekule MHC I so izražene na vseh jedrnih 
celicah, MHC II so izražene le na antigen predstavljajočih celicah (APC - DC in 
makrofagi). MHC I prepoznajo citotoksične celice T (Tc), MHC II pa celice Th. Ko 
Th, s pomočjo koreceptorja označevalec pripadnosti 4 (CD4), prepozna molekule 
vezane na MHC II, posredujejo signal celicam B naj se diferencirajo, Tc pa s pomočjo 
koreceptorja CD8, ob prepoznavi MHC I sprožijo apoptozo poškodovanih/okuženih 
celic (2, 11).  
Celice B: ločimo dve skupine B celičnih receptorjev (BCR); B1 in B2. celice B 
posredujejo humoralno imunost – odzovejo se na zunajcelične mikrobe, sintetizirajo 
protitelesa, ki nevtralizirajo in odstranijo molekule kot so mikrobi in njihovi toksini. 
Njihova aktivacija je odvisna tudi od aktiviranih celic Th. Celice Th sintetizirajo 
različne citokine, s katerimi celice B tudi interagirajo (11). Ob stiku/interakciji z 
antigenom se sintetizirata dve vrsti celic B; efektorske celice B ali plazmatke in 
spominske celice B. Plazmatke so celice, ki odgovarjajo na antigen s sintezo 
protiteles (imunoglobulini – Ig), ki sintetizirajo antigen specifične receptorje pritrjene 
na membrano. Spominske celice B nastanejo iz naivnih celic. Slednje, so tiste, ki se 
prvič srečajo z novim antigenom, po okužbi se nastala protitelesa diferencirajo v 
spominske celice, ki se ponovno aktivirajo, ko so znova seznanjene z istim 
antigenom. Spominske celice B se namnožijo in diferencirajo v zrele plazmatke, te pa 
sintetizirajo velike količine protiteles, ki so razpuščeni v krvni obtok in druga tkiva, 
kjer lahko interagirajo z antigeni. S tem se odziv na znani antigen skrajša, v 
primerjavi z neznanim antigenom, kjer je potrebna sinteza novih protiteles (2, 10, 11).  
Kot je povzeto v zgornjih odstavkih, imunski sistem prepozna tujke na podlagi 
antigenov, ki jih ti tujki izražajo na površini svojih celic. Tumorske celice tudi 
izražajo antigene, ki lahko krožijo po krvnem obtoku ali pa so predstavljeni na 
površini. Antigeni so lahko tumor specifični ali s tumorjem povezani, kar pomeni, da 
so ti antigeni prisotni tudi na normalnih celicah le, da so na tumorskih izraženi v 
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večjih količinah. Kljub temu, da je primarna naloga imunskega sistema prepoznava 
tujih antigenov in uničenje le-teh, je možno, da je imunski sistem neuspešen pri tej 
nalogi (5, 14). K temu procesu pripomore tudi diferenciacija celic Th0 v Th1 in Th2 – 
diferenciacija poteka pod vplivom delovanja citokinov kot so IL-12, IL-10 in TNF-α. 
Tvorijo jih tudi tumorske celice in s tem pripomorejo k nastanku večjih količin celic 
Treg, ki zavirajo protitumorni imunski odgovor (delovanje celic Tc) (5). 
Med razvojem tumorja pride do preureditve delovanja imunskega sistema (imunsko 
preurejanje) in je sestavljeno iz treh faz – eliminacija, ravnovesje in toleranca. Dokler 
je imunski sistem uspešen pri odpravi tumorskih celic je še v fazi eliminacije, tej pa 
sledi faza ravnovesja, kjer imunski sistem ne zadržuje več rasti tumorja zaradi hitre 
prilagoditve tumorskih celic ter izkoriščanja njihovega razvoja iz normalnih celic 
(enaki antigeni). Zadnja faza je faza tolerance, kjer imunski sistem ni več uspešen pri 
preprečitvi razvoja tumorja, slednji se razraste in razširi v druga tkiva (metastaziranje) 
ob istem času ima tudi vpliv nad imunskim sistemom in sproži apoptozo celic Th. Po 
končani preureditvi imunskega sistema tumorske celice z izločanjem 
imunosupresivnih citokinov kot sta IL-10 in TGF-β spodbujajo nastanek celic Treg 
zaradi katerih imunski sistem začne spodbujevati rast primarnih tumorjev in 
metastaziranje (5).  
 
1.1.2.3. Imunoterapija raka 
Imunoterapijo raka uvrščamo v sistemsko zdravljenje te bolezni, kamor spadajo tudi 
kemoterapija, hormonsko in tarčno zdravljenje. Pogost pristop k zmanjšanju gmote 
sta tudi kirurški poseg in obsevanje, zaradi katerih so pacienti izpostavljeni večjim 
tveganjem za druge okužbe zaradi oslabljenega imunskega sistema (razne infekcije). 
Imunoterapija temelji na uporabi gostiteljevega imunskega sistema za uničenje 
tumorja, obenem pa ne smejo med terapijo nastajati nenadzorovani avtoimunski ali 
vnetni odgovori na imunoterapijo. Imunoterapije razdelimo v dve skupini; aktivne in 
pasivne imunoterapije. Aktivne imunoterapije direktno stimulirajo imunski odgovor, 
spomin in dolgotrajen odgovor. Med te uvrščamo cepiva, katerih razvoj je trenutno v 
porastu (cepljenje s peptidi in DC-ji). Pasivne imunoterapije stimulirajo specifičen 
imunski odgovor, ki je tudi kratkotrajen in je potrebna večkratna administracija 
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zdravila. Sem uvrščamo monoklonska protitelesa in zaviralce kontrolnih točk 
imunskega sistema (13, 15). 
Začetki razvoja imunskih zdravil za raka niso bili obetavni zaradi visoke toksičnosti, 
v zadnjih letih pa se je učinkovitost te vrste zdravljenja povečala z razvojem 
zaviralcev kontrolnih točk imunskega sistema. Ta skupina je tudi najbolj raziskana 
zaradi več potencialnih tarč, čeprav sta v raziskavah najbolj uporabljena s 
citotoksičnimi limfociti povezan antigen 4 (CTLA-4) in receptor programirane 
celične smrti 1 (PD-1) (5, 15).  
Zaviralci imunskih kontrolnih točk so zdravila – največkrat monoklonska protitelesa, 
ki ciljajo molekule vključene v naravno zaviranje imunskih odgovorov. Med te 
uvrščamo CTLA-4 in PD-1 ter njegov ligand (ligand 1 za receptor programirane 
celične smrti 1 – PD-L1) (10, 16).  
Omenjeno je bilo, da je poleg tvorbe kompleksa MHC-antigen, pomembna še vezava 
s koreceptorjem. Poleg CD4 in CD8 je eden izmed najpogostejših receptorjev tudi 
CD28 kateremu sta PD-1 in CTLA-4 homologna. CTLA-4 je izražen intracelularno in 
je izražen na površini celic T (predvsem celic Treg) le ob aktivaciji le-teh ali ob 
prisotnosti nekaterih citokinov (IFN-γ in IL-12). Na površini je le kratek čas, saj se 
hitro ponotranji. Zaradi večje afinitete do ligandov (CD80 in CD86), prevzame 
vezavo z antigeni, ki so predstavljeni na APC in so bili namenjeni vezavi s CD28. Ob 
vezavi CD80 in CTLA-4 se sproži zaviranje sinteze IL-2, kar onemogoči popolno 
aktivacijo celic T in zaustavi se napredovanje celičnega ciklusa. Vezan CTLA-4 
vpliva tudi na zmanjšanje aktivnosti celic Th in Tc ter na povečanje aktivnosti celic 
Treg. S povečanjem aktivnosti celic Treg pa se poveča sinteza imunosupresivnih 
citokinov kot sta TGF-β in IL-10.  
PD-1 je izražen na površini celic B, NK ter DC. Nanj se veže v več primerih PD-L1, 
ki je izražen na tumorskih celicah in APC. PD-L1 vpliva na citolitično aktivnost celic 
T, poveča kancerogenezo in invazivnost tumorja. Vezava receptorja in liganda 
onemogoča apoptozo tumorskih celic in pospeši pretvorbo celic Tc in Th v celice 
Treg. Obenem se zmanjša tudi sinteza IL-2 in TNF-α. IFN-γ in IL-12 pa sta 




Slika 1: Signaliziranje IDO1 (22). 
Oba receptorja omejujeta imunski odgovor, vendar ob istem času tudi preprečujeta 
avtoimunost. Ob uporabi zaviralcev imunskih kontrolnih točk se pri večini bolnikov 
pojavijo stranski učinki, ki so pogostejši in resnejši pri kombinaciji obeh omenjenih 
zaviralcev. Zaradi pogoste ponovitve bolezni, stranskih učinkov in cene terapije se 
iščejo optimizacije zdravljenja – ena izmed njih je kombinacija z zaviralci encima 
indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1). Na sliki 1 je prikazana sinergija med PD-1, 
CTLA-4 in IDO1. Njihovo delovanje zavira proliferacijo efektorskih celic T, poleg 
tega pa delovanje IDO1 ob istem času aktivira tudi celice Treg, s čimer se inducira 
imunska toleranca tumorjev. Prav zato je kombinacija omenjenih zaviralcev večkrat 
uporabljena pri zdravljenju, zaradi parenteralne oblike vnosa zaviralcev imunskih 
kontrolnih točk se ne pričakuje navzkrižnih interakcij z drugimi zdravili. Zaviralci 
encima IDO1 izboljšajo odzivnost na zaviralce CTLA-4, PD-1 in PD-L1, s 
stimulacijo proliferacije efektorskih celic T in zaviranjem proliferacije celic Treg (5, 
19, 21, 22).  
 
1.2. Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) 
Je znotrajcelični citosolni encim, ki ima v aktivnem mestu atom železa, s katerim se 
prenaša kisik v pirolni obroč. Encim je kodiran na genu IDO1 in se nahaja na 
kromosomu 8, njegovo izražanje pa kontrolira tumor supresorski gen Bin1. Obstajata 
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dve obliki encima – IDO1 in IDO2. Obe obliki IDO encima pretvarjata esencialno 
aminokislino triptofan (Trp) v N-formilkinurenin (NFK), nista pa edina encima; 
triptofan 2,3-dioksigenaza (TDO) je še en encim, ki prav tako sodeluje v kinureninski 
poti. IDO1 je bolj široko izražen, najdemo ga v APC, makrofagih, DC, fibroblastih, 
limfnih organih in tumorskih celicah. V največji meri ga inducirata IFN-γ in TNF-α, 
nista pa edina, med njimi so tudi drugi citokini kot npr. TGF-β, IL-1, IL-6, IL-10, 
IFN-α in IFN-β. Ima imunomodulatorsko funkcijo, vpliva na aktivacijo imunskih 
celic oziroma na njihovo supresijo. IDO2 in TDO sta manj pogosto izražena – slednji 
se nahaja predvsem v jetrih in ima kontrolo nad koncentracijo prostega Trp v krvi 
(23-29).  
Aktivno mesto IDO1 (prikazano na sliki 2) je sestavljeno iz dveh lipofilnih področij, 
ki ju povezuje zanka; eden je večji (žep A), vsebuje hem in je vezavno mesto za Trp 
in kisik, drugi (žep B) je manjši. Aktivnost IDO1 encima pa je povezana s 
prisotnostjo redoks komponent v celičnem mikrookolju kot sta na primer superoksid 
in citokrom b5, ki reducirata železo v +2 stanje. Sam encim pa je tudi sposoben 
avtooksidacije, zato je reducent potreben za reaktivacijo encima. Aktivnost IDO1 
uravnavata dva tirozinska ostanka (Y115 in Y253), ki se lahko fosforilirata. 
Fosforilacija ostankov namreč lahko vpliva na spremembo konformacije IDO1, s tem 
pa se encimska aktivnost prekine. Poleg tega pa se s tem odpre možnost vezave 
drugih molekul na novonastala vezavna mesta, saj je encim tudi fleksibilen in je 
zmožen prilagajati velikost aktivnega mesta (24-28, 30).  
    




Celice, ki izražajo aktiviran IDO1, na mikrookolje vplivajo preko dveh učinkov: z 
manjšanjem koncentracije Trp in povečanjem koncentracije toksičnih kinureninskih 
(Kyn) metabolitov, ki so naravni ligandi za arilni receptor za ogljikovodike (AhR). 
Oba učinka delujeta sinergistično in posledično preprečita protitumorski imunski 
odgovor. Ko se zmanjša koncentracija aminokislin, se na celicah T aktivirata 
proteinska kinaza GCN2 in tarča rapamicina pri sesalcih (mTOR). Aktivacija GCN2 
vodi v zastoj celičnega cikla, avtofagije in funkcionalne anergije celic T, prav tako 
lahko vpliva na diferenciacijo celic T – namesto diferenciacije naivnih Th celic, se 
promovira diferenciacija Treg celic, inducira se tudi apoptoza celic Th1. Vpliva lahko 
tudi na tolerogenost APC in stimulira sintezo zaviralnih citokinov IL-6, IL-10 in 
TGF-β. Kyn metaboliti aktivirajo AhR, s tem pa promovirajo diferenciacijo celic 
Treg ter vplivajo na fenotip DC in makrofagov. Povečana koncentracija Kyn (z 
istočasno povečano ekspresijo IDO1) zavira tudi NK. Tumorske celice posnemajo 
celice, ki izražajo IDO1, zaradi spremembe v mikrookolju in supresije imunskega 
odgovora, da se izognejo imunsko posredovanem uničenju (25, 28, 29, 31-34). 
IDO1 deluje imunosupresivno, še pred izražanjem na tumorskih celicah ga izražajo 
normalne celice, ki so vpoklicane med imunskim odgovorom na prve tvorbe rakavih 
celic. Ob protitumorskem imunskem odgovoru se poveča tudi izločanje IFN-γ in 
TNF-α. IDO1 je v tem primeru odgovoren za nadziranje imunskega odgovora, da ni 
preveč agresiven in s tem onemogoči, da bi poškodoval tudi druge zdrave celice in 
prepreči ter obenem tudi ščiti pred premočnim vnetnim odgovorom. S tem pa se 
odprejo vrata do previsoke koncentracije IDO1 encima v sistemu in kot vemo, se s 
tem ustvarijo bolj ugodni pogoji za nastanek in razširitev rakavih celic (27, 28, 34).  
Prisotnost IDO1 na tumorskih celicah (ali v tumorskem mikrookolju) je povezana s 
slabšo prognozo in je bila ugotovljena pri več vrstah raka (rak dojke, materničnega 
vratu, debelega črevesja in danke, melanomu…). Povečana ekspresija IDO1 je 
omenjena tudi pri številnih drugih boleznih - infekcije, prekomerna telesna teža, 
zavrnitev transplantacije, avtoimunost in ateroskleroza (23, 25-27).  
Obstajata dve možni poti, kako IDO1 zavira imunsko delovanje: 
 Zaviranje proliferacije in efektorskih funkcij celic T v tumorju 
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 Izraba toksičnih metabolitov kirureninske poti za stimulacijo apoptoze celic T 
IDO1 promovira angiogenezo in pripomore k rasti rakavih celic, z zmanjševanjem 
koncentracije IFN-γ in povečanjem koncentracije IL-6. IDO1 pomaga pri 
proliferaciji, invaziji in metastazi raka, saj promovira kancerogenezo, pomaga pri 
tvorbi rakavih imunskih kontrolnih točk, aktivira kirureninsko presnovno pot, kar 
vodi do aktivacije AhR, indukcije GCN2 in zaviranja mTOR, ki zavira celice Tc, NK 
celice in inducira celice Treg (25). 
Primarna naloga IDO je katabolizem Trp do Kyn in drugih metabolitov. Katabolizem 
Trp je kritični faktor, ki vpliva na mikrookolje tumorja in omogoča imunski pobeg 
preko supresije protitumorne imunosti. Z zmanjšanjem količine izraženega IDO1, se 
zmanjša količina celic Treg in poveča vpoklic celic T, s tem pa tudi s celicami T 
posredovana zavrnitev tumorja. Zaviranje IDO1 lahko vodi v simptome, ki so 
podobni lupusu, vodi lahko tudi do tolerance do novih antigenov, kar močno vpliva 
na transplantacijo (26, 32, 35).  
Aktivnost IDO1 se spremlja z odvzemom krvi, kjer je v ospredju razmerje med 
Kyn/Trp, ki nam pove kako hitro IDO1 razgraja Trp. Celice, pri katerih so največkrat 
zaznali, da izražajo IDO1 v krvi, so bile plazmacitoidne DC (pDC) in monocitne 
mieloidne supresorske celice (mMDSC) (26). 
1.2.1. Kinureninska pot 
Triptofan je ena izmed devetih esencialnih aminokislin, kar pomeni, da je telo ni 
zmožno izdelati samo, prejemamo jo s hrano oziroma s prehranskimi dopolnili. 
Potrebujemo ga za sintezo proteinov, preživetje celic, sintezo serotonina (prekurzor) 
in drugih molekul, ki delujejo v možganih, kot sta melatonin in niacin, vpliva pa tudi 
na nastanek nikotinamida adenina dinukleotida (NAD). Trp in metaboliti 
kinureninske poti sodelujejo pri vzpostavitvi imunske tolerance do bolezni in pri 
vzpostavitvi imuno priviligiranih mest kot so oči, možgani in placenta. Pospešena 
razgradnja Trp preko IDO1 je bila zabeležena pri številnih boleznih: 
nevrodegenerativna obolenja (Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen), 




Slika 3: Prikaz kinureninske poti (21). 
Kar 95 % Trp se metabolizira preko kinureninske poti (slika 3), začetni korak 
metabolizirajo kar trije encimi; IDO1, IDO2 in TDO. Obstajata dve poti razgradnje 
Trp: serotoninska in kinureninska pot. Kinureninska pot se ponovno razdeli na tri 
možne poti razgradnje – prva generira kinureninsko kislino (preko kinureninske 
aminotransferaze), druga se preko antranilne kisline pretvori v 3-hidroksiantranilno 
kislino in zadnja preko L-hidroksikinurenina znova pretvori v 3-hidroksiantranilno 
kislino. Postavljena je bila hipoteza, da je lahko eden izmed razlogov za pojav 
depresije preklop metabolizma Trp v Kyn in druge metabolite namesto v serotonin 
(21, 24, 25, 28, 36). 
Šele, ko je železo v +2 stanju, je IDO1 aktiviran in je s tem omogočena tudi 
kinureninska pot. Železo lahko oksidira O2
- (superoksid), reducira (in posledično 
inaktivira) pa NO. Če se oba znajdeta v mikrookolju bosta reagirala v peroksinitritni 
anion, ta se bo vezal v aktivno mesto IDO1 in ga zaviral – nitriral tirozinske ostanke 
(Tyr15, Tyr345 in Tyr353) (21, 27).  
IDO1 pretvori Trp in druge indolaminske spojine preko oksidativne cepitve pirolnega 
obroča (prekine se dvojna vez na mestu 2, 3), najprej v N-formilkinurenin (NFK) 
preko hema. NFK se nato hidrolizira v Kyn preko kinureninske formamidaze, v 
naslednji stopnji pa so možni 3 metaboliti. Končna pretvorba Kyn vodi do nastanka 
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kofaktorja NAD, kinolinske in pikolinske kisline ter CO2 in adenozin trifosfat (ATP). 
Vsi metaboliti encimske razgradnje so biološko aktivni (21, 24, 27, 37).  
Katabolita kirureninske poti Kyn in kinolinska kislina vodita v aktivacijo β-katenina 
in proliferacijo humanega raka debelega črevesja ter v povečanje velikosti tumorja v 
miših. L-Kyn je še posebno toksičen za limfocite; L-hidroksikinurenin pomaga pri 
supresiji proliferacije celic Th in promovira aktivnost celic Treg, 3-
hidroksianthranilska kislina uravnava imunske funkcije monocitov in limfocitov, 
inducira apoptozo efektorskih  celic T in promovira proliferacijo celic Treg; 
kinolinska kislina je nevrotoksična, stimulira celični cikel raka in pomaga pri 
pridobitvi rezistence na kemoterapevtike; pikolinska kislina pa zavira proliferacijo 
efektorskih celic T (21, 27, 35). 
 
1.2.2. Zaviralci IDO1 encima 
Večina novih zdravil na trgu za zdravljenje raka je bioloških (protitelesa, proteini, 
cepiva…), vendar so raziskave še vedno usmerjene v majhne molekule zaradi 
sledečih slabih lastnosti bioloških zdravil (onemogočena peroralna uporaba, slaba 
farmakokinetika, draga in časovno potratna proizvodnja ter stroški razvoja). 
Tako in vivo kot in vitro študije so pokazale, da zaviralci IDO1 zaviralcev izboljšajo 
učinkovitost cepiv in kemoterapije ter izkazujejo sinergistični učinek z radioterapijo. 
Kljub potencialu zaviralcev IDO1, ki so že v kliničnih raziskavah, molekule same 
niso tumorocidne in same ne sprožijo imunskega odziva, pač pa izboljšajo 
učinkovitost ostalim metodam zdravljenja – kemoterapiji, cepivom in/ali zaviralcem 
imunskih kontrolnih točk. Toksičnost znanih zaviralcev IDO1 je dokaj nizka zato se 
lahko uporabijo v kombinaciji z omenjenimi vrstami obstoječega zdravljenja (29, 33, 
38).  
Problem lahko nastane, če je pri pacientu prisotno pomanjkanje citokinov IFN-γ in 
TFN-α v tumorskem mikrookolju. V tem primeru zaviralci IDO1 ne bodo delovali. 




1.2.2.1. Načrtovanje IDO1 zaviralcev 
IDO1 ima dobro okarakterizirano biokemijo, je dokaj enostaven encim in nima veliko 
strukturno podobnih encimov (IDO2 in TDO), oba sta manj pogosto izražena ter 
nimata tako visoke aktivnosti v primerjavi z IDO1. Po definiciji je idealen za razvoj 
nizkomolekularnih zaviralcev (29, 39). 
Glavna veriga IDO encima je fleksibilna, kar pomeni, da se žepa A in B spreminjata – 
v žepu A se spreminja konformacija aktivnih mest, v žepu B pa se spreminjata oblika 
in velikost. Pri načrtovanju zaviralcev moramo to upoštevati (40).  
Od 2006, ko so razrešili kristalno strukturo IDO1, so v laboratorijih razvili številne 
potencialne zaviralce IDO1. Večina je imela preslabo vezavo v aktivno mesto 
oziroma prešibko zaviralno aktivnost, vendar pa je to omogočilo vpogled v osnovne 
strukturne fragmente, ki so potrebni za vezavo v aktivno mesto – kot so na primer 
imidazolin in N-hidroksiamidini.  
Röhrig in sodelavci so na podlagi dveh in silico metod postavili farmakofor zaviralca 
IDO1, ki mora vsebovati: 
 Vsaj dva aromatska obroča, ki bosta omogočala vezavo v žep A, 
 Atom s prostim elektronskim parom, ki bo tvoril koordinacijsko vez s hemom, 
 Večje skupine, ki so sposobne tvorbe van der Waalsovih interakcij v žepu B, 
 Večje skupine, ki so sposobne tvoriti tudi vodikove vezi z aminokislinskimi 
ostanki: Ser167, Gly262, Ala264 in Arg231 ali s 7-propionatom hema (27, 38, 
40, 41). 
 
1.2.2.2. Zaviralci IDO1 encima v (pred)kliničnih raziskavah 
V prej omenjeni kristalni strukturi encima, iz leta 2006, je bil vezan zaviralec 4-
fenilimidazol (4-PI). Od takrat se je pojavilo veliko število potencialnih zaviralcev 
tega encima in raziskave se nadaljujejo še danes. Omenili smo že, da se zaviralci v 
več primerih lahko uporabljajo v kombinaciji z uveljavljenimi terapijami proti raku, 
kot sta kemoterapija in zdravljenje z zaviralci kontrolnih imunskih točk (42, 43). 
Kljub množičnim raziskavam na tem področju pa je v kliničnih fazah relativno malo 
zdravil, nekaj od njih jih je naštetih v Tabeli 1. Trenutno poteka 55 kliničnih raziskav, 
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pod iskalnim rezultatom IDO1, vendar je raznolikost majhna, saj ob istem času 
poteka več kombinatornih kliničnih študij (44). 
Tabela 1: Imena zaviralcev IDO1 z navedenimi proizvajalci, dostopnimi oblikami in trenutno stanje v 
kliničnih raziskavah (44) 
Ime Proizvajalec Oblika 
Klinična 
faza 
Indoksimod NewLink Genetics Per os I / II / III 
Epakadostat Incyte Per os I / III 
Navoksimod NewLink Genetics Per os I vstop v II 
BMS-986205 Bristol-Myers Squibb Per os II / III 
KHK2455 Kyowa Kirin Per os I 
LY3381916 Eli Lilly Per os Ia / Ib 
NLG802 NewLink Genetics Per os I 
DN1406131 
Shanghai De Novo 
Pharmatech 
Per os I 
IO102 IO Biotech Cepivo I / II 
 
Eden izmed najbolj raziskanih zaviralcev IDO1 je 1-metil-DL-triptofan (1-MT, bolj 
znan pod imeni Indoksimod (slika 4)  in NLG8189) proizvajalca NewLink Genetics 
(slika 4, struktura 1). Ima dva izomera; D- in L-, D-izomer je močnejši zaviralec 
IDO2, kljub temu pa se ta izomer uporablja v kliničnih študijah za zaviranje IDO1 
(23, 31, 39). Je zaviralec kinureninske poti. Deluje tako, da prepreči avtofagijo ter 
ponovno vzpostavi aktivnost mTORC1, ki je bila blokirana zaradi pomanjkanja Trp. 
Neposredno pa vpliva tudi na celice T. Izboljša učinkovitost več kemoterapevtikom in 
zaviralcem imunskih kontrolnih točk. Bolniki ga dokaj dobro tolerirajo, najpogostejša 
stranska učinka sta utrujenost in anemija, zdravilo ni pretirano toksično, poročanih ni 
bilo nobenih interakcij med Indoksimodom in Docetakselom. V razvoju je trenutno 
večje število derivatov Indoksimoda (39, 40, 43-45).  
Navoksimod (slika 4) je bil razvit na podlagi kristalne strukture encima z zaviralcem 
4-PI. Ima dobre farmakokinetične lastnosti, je biološko uporaben in deluje kot 
zaviralec kinureninske poti (zavira tako IDO1 kot TDO), v miših zmanjša 
koncentracijo Kyn v plazmi, ob enem pa povrne tudi funkcijo celicam T. Encim 
zavira tako, da se veže na železov kation v hemu. V kombinaciji s cepivom je 




Slika 4: Strukturne formule štirih zaviralcev IDO1, ki so najdlje v kliničnih raziskavah. 
Epakadostat (slika 4) je zaviralec kinureninske poti in je izredno selektiven do IDO1. 
Pridobljen je bil s pomočjo rešetanja visokih zmogljivosti (HTS). Pospešuje 
nastanek/aktivacijo novih efektorskih celic T in NK, sintezo IFN-γ in upočasnjuje 
pretvorbo v celice Treg. Zmanjša se koncentracija Kyn v plazmi in prepreči se rast 
tumorja. Bolniki ga dobro tolerirajo tako v kombinaciji kot tudi samega, je biološko 
uporabna in polarna molekula. V kombinaciji z zaviralci CTLA-4 in PD-L1 se 
učinkovitost zdravila poveča (opazimo z večjo sekrecijo IL-2), z manjšimi in 
kontroliranimi stranskimi učinki. V klinični fazi III z ECHO-301 je prišlo do 
negativnih rezultatov (niso dosegli izboljšanja preživetja brez progresije bolezni), 
zato so ukinili oziroma ustavili vse klinične študije z Epakadostatom  (25, 26, 39, 40, 
43, 46). 
BMS-986205 (slika 4) je selektivni zaviralec IDO1 (zaviralec kinureninske poti) z 
dobrimi farmakokinetičnimi lastnostmi. Po apliciranju kombinatornega zdravila, se je 
koncentracija Kyn v serumu in tumorju zmanjšala. Ima slabo učinkovitost, ki pa se 




2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je sinteza in vrednotenje novih zaviralcev encima IDO-1. 
Osnovni del strukture oziroma skeleta naših načrtovanih spojin temelji na zadetku iz 
virtualnega rešetanja (47). Obdržali bomo osnovni skelet 3-(4-
fluorofenil)[1,2]izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on, na katerega bomo preko 
alkilacije pirimidinskega obroča pripenjali sledeče fragmente z ustreznim alkil 
kloridom: 
 2-kloro–N-(4-dimetilamino-fenil)-acetamid (a) 
 2-kloro-N-(3, 4, 5-trimetoksifenil)acetamid (b) 
 N-kloroacetil-4-(trifluorometil)anilin (c) 
 2-kloro-N-(4-cikloheksilfenil)acetamid (d) 
 N-(4-butoksifenil)-2-kloroacetamid (e) 
 
Slika 5: Osnovno ogrodje s skupinami, ki jih bomo pripenjali. 
Sintetizirane spojine bomo analitsko ovrednotili in določili zaviralno delovanje na 
IDO1 z biokemijskim testom na osnovi merjenja fluorescence. Aktivnim spojinam 
bomo določili tudi vrednost IC50. Na osnovi rezultatov bomo ugotovili, katera 
substitucija na anilinskem obroču vodi do močnejšega zaviralnega delovanja in katere 
druge modifikacije bi lahko v prihodnje uporabili pri sintezi. S pomočjo programa 
GOLD bomo s pomočjo sidranja predvideli vezavo spojin v aktivno mesto encima.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
Pri opravljanju eksperimentalnega dela smo uporabljali različna topila in reagente 
različnih proizvajalcev (Sigma-Aldrich, Merck, Apollo Scientific, TCI, Acros). Z 
izjemo natrijevega etanolata, smo topila in reagente uporabljali brez posebne 
predpriprave.  
Uporabljena topila: acetanhidrid (Ac2O), aceton, brezvodni acetonitril (CH3CN), 
dietileter (Et2O), diklorometan (DKM), dimetil sulfoksid-d6 (DMSO-d6), brezvodni 
N,N-dimetilformamid (DMF), (absolutni) etanol, etilacetat (EtOAc), metanol, n-
heksan, (brezvodni) tetrahidrofuran (THF), prečiščena voda. 
Reagenti: fluorobenzaldehid, trietil ortoformat, 3,4,5-trimetoksianilin, N,N-dimetil-p-
fenildiamin, aminobenzotrifluorid, 4-cikloheksilanilin, p-butoksianilin, 
hidroksilamonijev klorid, natrijev acetat, kloracetil klorid, N-klorosukcinimid, natrij 
(natrijev etanolat), 2-cianoacetamid, natrijev hidrid, benziltrietilamonijev 
klorid (BTEAC), kalijev jodid.   
Uporabljene baze, kisline in soli: klorovodikova kislina (HCl), natrijev klorid 
(NaCl), ocetna kislina (CH3COOH). 
Sušilna sredstva: natrijev sulfat (Na2SO4) 
3.2. Metode 
3.2.1. Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TPK): s to metodo smo spremljali potek in 
uspešnost reakcij ter čistost vmesnih in končnih produktov. Z njo smo na podlagi 
določitve retencijskega faktorja (Rf) tudi določili primerno mobilno fazo za kolonsko 
»flash« kromatografijo. Pri tem smo uporabili plošče TLC Silica gel 60 F254, 
proizvajalca Merck, ki imajo na aluminijastem nosilcu (20 x 20 cm) nanešeno plast 
silikagela z dodanim fluorescenčnim indikatorjem. Vse uporabljene mobilne faze so 
bile mešanica topil etilacetat in n-heksan v različnih razmerjih in so navedene pri 
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posamezni spojini. Prisotnost spojin smo detektirali pod UV svetlobo pri valovni 
dolžini λ = 254 nm. 
Kolonska »flash« kromatografija: za analizo končnih produktov smo potrebovali 
čiste spojine, to smo dosegli s kolonsko kromatografijo. Nečistote v končni spojini 
smo ločili glede na njihov čas zadrževanja na stacionarni fazi. Za stacionarno fazo 
smo uporabili Silikagel 60, proizvajalca Merck, z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, 
za mobilno fazo pa mešanico topil etilacetat in n-heksan v različnih razmerjih, ki so 
navedena pri posameznih spojinah. 
Reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): končnim 
spojinam smo s HPLC analitsko tehniko ovrednotili čistost in istovetnost. Uporabili 
smo napravo Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System, proizvajalca Thermo 
Fisher Scientific Inc. in kolono Agilent Extend-C18 (⌀ = 3,6 μm, 4,6 x 150 mm), 
proizvajalca Agilent Technologies Inc., temperirano na 50 °C. Vzorec smo raztopili v 
CH3CN in injicirali 5 μL raztopine vzorca s koncentracijo 0,1 mg/mL, kjer je bila 
hitrost pretoka mobilne faze 1,0 mL/min. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % (V/V) 
raztopine trifluorocetne kisline (TFA) v vodi in CH3CN, za ločbo smo uporabili 
gradientno elucijo: 0-12 min, 10-90 % CH3CN v 0,1 % TFA; 12-14 min, 90 % 
CH3CN v 0,1 % TFA; 14-15 min, 90-10 % CH3CN v 0,1 % TFA. Detekcijo spojin 
smo izvedli pri valovni dolžini 254 nm. 
3.2.2. Spektroskopske metode 
Jedrska magnetnoresonančna spektroskopija (NMR): metodo smo uporabili za 
identifikacijo in preverjanje čistosti naših spojin. Vsem spojinam smo posneli 1H 
NMR spekter, končnim pa še 13C NMR spekter. Za izvedbo meritev smo uporabili 
spektrometer Bruker AVANCE III 400 MHz, ki se nahaja na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani. Vzorce smo raztopili v 500-600 μL devteriranega topila (DMSO-d6) z 
dodanim internim standardom (tetrametilsilanom - TMS). Kemijske premike (δ) smo 
podali v »parts per million« glede na interni standard (TMS δ 0,00 ppm). Sklopitvene 
konstante (J) smo podali v hertzih (Hz), vrhove dobljenih signalov pa smo glede na 
obliko označili s standardnimi oznakami za singlet (s), dublet (d), dublet dubleta (dd), 
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triplet (t) in multiplet (m). Za obdelavo in popis spektrov smo uporabili program 
MestRe-C 4.8.6.0, proizvajalca Mestrelab Research S.L. 
Masna spektroskopija (MS): metodo smo uporabili za potrditev identifikacije 
spojin. Za snemanje masnih spektrov smo uporabili dva masna spektrometra -  
Advion Expression CMSL in Exactive™ Plus Orbitrap Mass Spectrometer (masni 
spektrometer visoke ločljivosti). Vmesnim spojinam smo posneli navadni masni 
spekter v tehniki z ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ESI), končnim pa 
masni spekter visoke ločljivosti prav tako v ESI tehniki. 
3.2.3. Določanje talilnega intervala 
Vsem trdnim spojinam (vmesnim in končnim) smo določili talilni interval in 
opredelili njihov izgled (oblika kristalov). To smo izvedli na Kofflerjevem 
mikroskopu z ogrevalno mizico. 
3.2.4. Biokemijsko testiranje 
Končnim spojinam smo biokemijsko določili zaviralno aktivnost na encimu rhIDO1 z 
uporabo metode opisane v literaturi (30, 37). IDO1 pretvarja esencialno aminokislino 
L-Trp v N-formil-L-kinurenin (NFK). Izvedena metoda temelji na formaciji novega 
fluorofora (piperidintetrahidrokinolona – PIP-THQ), ki nastane pri reakciji NFK s 
piperidinom (PIP) (prikazana na Sliki 6) (30, 37).  
 
Slika 6: Prikaz tvorbe fluorofora, ki smo mu merili fluorescenco (30, 37). 
Intenziteta fluorescence PIP-THQ je močnejša in ima izboljšano občutljivost.  
Biokemijski test smo izvedli na mikrotitrski plošči, ki smo jo najprej inkubirali 30 
minut pri 37 ˚C, dodali 100 µL piperidina in ponovno inkubirali 20 minut tokrat pri 
65 ˚C. Intenziteto fluorescence (λeks = 400 nm in λem = 500 nm) smo izmerili po 120 
minutah post-inkubacije na sobni temperaturi. 
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Tabela 2: Eksperimentalni protokol, ki je bil izveden 
Reagent Količina in koncentracija 
Natrijev askorbat 10 µL, 10 mM 
Metilensko modrilo 10 µL, 10 µM 
Goveja katalaza 10 µL, 100 µg/mL 
Končna spojina 
raztopljena v DMSO 
2 µL, 100 µM, raztopina v 
DMSO 
rhIDO1 50 µL, 10 nM 
L-Triptofan 18 µL, 80 µM 
Piperidin 100 µL, 400 mM 
 
Vse raztopine smo pripravili v fosfatnem pufru s pH 6,5 v katerem je bil raztopljen 
tudi Tween 20 (0,01 %), s katerim preprečimo potencialno agregacijo spojin. Vse 
meritve smo izvedli v dveh paralelkah, za pozitivno kontrolo smo izbrali že znan 
zaviralec IDO1 - Epakadostat. 
Metilensko modrilo in natrijev askorbat (ima nižji redoks potencial in se zato raje 
oksidira v primerjavi z encimom) delujeta kot reducenta in ohranjata aktivnost 
encima (preprečujeta oksidacijo železovega atoma), slednji tudi zmanjša 
fluorescenčni signal fluoroforu. Metilensko modrilo pa omogoči aktivacijo encima in 
vitro. Katalaza ima vlogo antioksidanta, prepreči peroksidu zaviranje IDO1 (29, 40, 
43, 48). 
Rezidualno aktivnost (RA), smo izračunali (prikazana z Enačbo 1, privzeto iz 30) iz 
razmerja intenzitet fluorescence končne spojine proti slepemu vzorcu. Spojinam z RA 
nižjo od 50 % smo s pomočjo programa GraphPad Prism, proizvajalca GraphPad 




|𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑛𝑒𝑧𝑎𝑠𝑒𝑑𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎| −  |𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑧𝑎𝑠𝑒𝑑𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎|
|𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑛𝑒𝑧𝑎𝑠𝑒𝑑𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎| −  |𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝐷𝑀𝑆𝑂|
) ∗ 100 
 
3.2.5. Sidranje končnih spojin v aktivno mesto encima IDO1 
Sintetizirane spojine z močnim zaviralnim delovanjem (glede na vrednosti IC50) smo 
sidrali v aktivno mesto IDO1 z namenom napovedi potencialnih interakcij spojin z 
encimom (sidranje je izvedla asist. Ana Dolšak). Uporabili smo program GOLD, 
proizvajalca CCDC (The Cambridge Crystallographic Data Centre), za napoved 










4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1. Sinteza osnovnega skeleta spojine:  
4.1.1. Sinteza 4-fluoro–N-hidroksibenzimidoil klorida (2) 
V 500 mL bučko smo natehtali hidroksilamonijev klorid (3.705 g, 53.2 mmol, 1.1 
ekv), kateremu smo dodali mešanico topil: THF (60 mL), EtOH (150 mL) in H2O (30 
mL). Med mešanjem suspenzije smo dodali še fluorobenzaldehid (5.19 mL, 48.4 
mmol, 1 ekv) in mešali 25 minut pri sobni temperaturi. Preden smo odparili topilo, 
smo s TPK preverili, ali je reakcija potekla. Če reakcija ni potekla oziroma, če smo na 
TPK ploščici opazili zaostanek benzaldehida, smo dodali še 0.1 ekv 
hidroksilamonijevega HCl. Če je reakcija potekla v dovolj veliki meri, pa smo EtOH 
in THF odparili pod znižanim tlakom, vodo pa odstranili z ekstrakcijo z dietiletrom 
(3x 60 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (približno 100 mL) 
in dodali sušilno sredstvo (Na2SO4). Po filtraciji organske faze smo dietileter odparili 
pod znižanim tlakom. Čez noč smo pustili, da vmesni produkt 1 sam kristalizira.  
 
Izgled Beli kristali 
 
Molska masa 139,13 g/mol 
Tališče 76 – 78 ˚C 
Izkoristek 96.8 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,48 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6): 
7.21 – 7.27 (m, 2H, Ar-H), 7.61 – 7.67 (m, 2H, Ar-H), 





V naslednji stopnji smo kristaliziran produkt (6.73 g, 48.4 mmol, 1 ekv) raztopili v 
brezvodnem DMF (50 mL). N–Klorosukcinimid (NCS, 6.46 g, 48.4 mmol, 1 ekv) smo 
pri sobni temperaturi dodajali počasi, da se med mešanjem ni skepil. Reakcijsko zmes 
smo v argonovi atmosferi pri sobni temperaturi mešali 18 h. Reakcijsko zmes smo 
prenesli v lij ločnik in dodali še 50 mL vode in 100 mL DKM. Ločili smo organsko od 
vodne faze in organsko fazo še dvakrat sprali z vodo ter nasičeno NaCl, s tem smo 
odstranili večino DMF. V organsko fazo smo dodali sušilno sredstvo in odparili 
topilo pod znižanim tlaku. Surovi produkt 2 v obliki olja smo takoj uporabili pri 
naslednji reakciji. 
 
Izgled Rumeno olje 
 
Molska masa 173,57 g/mol 
Izkoristek 91 % 
TLC Rf (DCM/MeOH = 9/1, V/V) = 0,85 
1H NMR  
(400 MHz, CDCl3): 
δ(ppm) = 
7.02 – 7.09 (m, 2H, Ar-H), 7.80 – 7.85 (m, 2H, Ar-H), 
10.32 (rs, 1H, OH) 
MS (ESI +) 
 m/z 
izračunano za C7H6ClFNO [M+H]




4.1.2. Sinteza 5-amino-3-(4-fluorofenil)izoksazolo-4-karboksamida (3) 
Za sintezo spojine 3 smo pripravili svež natrijev etanolat (NaOEt). Natrij (1.67 g, 
72.6 mmol, 1.5 ekv) smo narezali na tanke koščke, katere smo počasi dodajali v 
absolutni etanol (okoli 70 mL). Zaradi eksotermne reakcije, ki poteče med natrijem in 
absolutnim EtOH, smo bučko opremili z vodnim hladilnikom in klorkalcijevo cevko.  
Ob istem času smo pripravili tudi raztopino 2-cianoacetamida (4.07 g, 48.4 mmol, 1 
ekv) v absolutnem EtOH. Vanjo smo potem pri 50 ˚C kapljali sveže pripravljen 
NaOEt. Mešanico smo ohladili na ledeni vodni kopeli in vanjo kapljali 4-fluoro-N- 
hidroksibenzimidoil klorid 2 (8.40 g, 48.4 mmol, 1 ekv), ki je bil prav tako raztopljen 
v absolutnem EtOH. Na ledeni kopeli smo mešali še 2 uri, nato pa smo temperaturo 
dvignili na 70 ˚C in reakcijsko zmes mešali preko noči. 
Pred ekstrakcijo smo odparili topilo (EtOH) in izvedli ekstrakcijo s 100 mL vode in 
100 mL EtOAc. Organsko fazo smo sprali še z nasičeno NaCl in dodali sušilno 
sredstvo (Na2SO4). Nato smo odparili preostalo topilo pod znižanim tlakom. Nastali 
trdni zaostanek smo prekristalizirali v različnih topilih (voda, MeOH in EtOH) ter 
izolirali 2.431 g spojine 3. 
 
 
Izgled Oražna amorfna snov 
 
Molska masa 221,19 g/mol 
Tališče 107 – 111 ˚C 
Izkoristek 22,7 % 
25 
 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 1/1, V/V) = 0,13 
MS (ESI +)  
m/z 
izračunano za C10H8FN3O2Na [M + Na]
+: 244.05, izmerjeno 
244.18 




7.32 – 7.38 (m, 2H, Ar-H), 7.58 – 7.63 (m, 2H, Ar-H), 7.65 (bs, 





4.1.3. Sinteza 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (4) 
Spojini 3 (2.431 g, 11 mmol, 1 ekv) smo raztopili v acetanhidridu (40 mL) in dodali 
trietilortoformat (1.867 mL, 11 mmol, 1 ekv). Na bučko smo pritrdili vodni povratni 
hladilnik in temperaturo nastavili na 70 ˚C. Po 18 urah smo raztopino ohladili na 
mrzli kopeli in prenesli zaprto v hladilnik, kjer se je po nekaj dneh izločila oborina. 
Nastalo oborino (produkt 4) smo odnunčali, posušili in prekristalizirali iz metanola. 
 
Izgled Bledo rumeni kristali 
 
Molska masa 231.19 g/mol 
Tališče 233 – 237 ˚C 
Izkoristek 58.0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,48 
MS (ESI -)  
m/z 
Izračunano za C11H5FN3O2 [M - H]
-: 230.04, izmerjeno 230.20 




7.40 – 7.46 (m, 2H, Ar-H), 8.35 – 8.40 (m, 2H, Ar-H), 8.46 (s, 
1H, Ar-H), 13.19 (s, 1H, NH) 




100.23, 115.98 (d, JC-F = 22.0 Hz), 123.78 (d, JC-F = 3.2 Hz), 
131.04 (d, JC-F = 8.8 Hz), 152.61, 157.75, 158.28, 163.73 (d, JC-F 





4.2. Sinteza alkil kloridov 
4.2.1. Sinteza 2-kloro-N-(4-dimetilamino-fenil)-acetamida (5) 
V 100 mL bučko smo natehtali N, N-dimetilbenzen-1,4-diamin (1.36 g, 10.0 mmol, 
1 ekv) in dodali ocetno kislino (10 mL). Mešali smo na ohlajeni vodni kopeli, med 
mešanjem pa postopoma dodajali kloracetil klorid (875 µL, 11.0 mmol, 1.1 ekv). Po 
30 minutah smo dodali še natrijev acetat (3.035 g, 37 mmol, 3.7 ekv), raztopljen v 
vodi (20 mL). Reakcijsko zmes smo pustili mešati nekaj ur. Izločila se je črna 
oborina, ki smo jo nato odfiltrirali z odsesavanjem. Dobili smo majhne črne kristalčke 
(5) z neprijetnim vonjem.  
 
Izgled Črni kristali 
 
Molska masa 212,68 g/mol 
Tališče 107 – 111 ˚C 
Izkoristek 11,0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,44 
MS (ESI +) 
m/z 
Izračunano za C10H13ClN2ONa [M + Na]




2.93 (s, 6H, CH3), 4.17 (s, 2H, CH2), 6.69 - 6.73 (m, 2H, Ar-H), 
7.35 - 7.39 (m, 2H, Ar-H), 8.09 (s, 1H, NH) 
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δ(ppm) 
4.2.2. Sinteza 2-kloro-N-(3, 4, 5-trimetoksifenil)acetamida (6) 
Ponovili smo postopek opisan pri spojini 5 z izhodno spojino 3,4,5-trimetoksianilin 
(1.83 g, 10.0 mmol, 1.0 ekv).  
Izgled Beli kristali 
Molska masa 259,69 g/mol 
Tališče 95 – 99 ˚C 
Izkoristek 81,4  % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0.40 
MS (ESI +) 
m/z Izračunano za C11H14ClNO4Na [M + Na]





3.82 (s, 3H, CH3), 3.85 (s, 6H, 2x CH3), 4.18 (s, 2H, CH2), 6.83 (s, 
2H, Ar-H), 8.17 (s, 1H, NH) 
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4.2.3. Sinteza N-kloroacetil-4-(trifluorometil)anilina (7) 
Ponovili smo postopek opisan pri spojini 5 z izhodno spojino 4-(trifluorometil)anilin 
(1.26 mL, 10.0 mmol, 1.0 ekv).  
 
 
Izgled Beli igličasti kristali 
 
Molska masa 237,45 g/mol 
Tališče 125 – 128 ˚C 
Izkoristek 90,2 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,81 
MS (ESI -) 
m/z Izračunano za C9H6ONF3Cl [M–H]





4.22 (s, 2H, CH2), 7.61 - 7.64 (m, 2H, Ar-H), 7.69 - 7.71 (m, 2H, Ar-





4.2.4. Sinteza 2-kloro-N-(4-cikloheksilfenil)acetamida (8) 
Ponovili smo postopek opisan pri spojini 5 z izhodno spojino 4-cikloheksilanilin 
(1.75 g, 10.0 mmol, 1.0 ekv).  
 
 
Izgled Bledo oranžni kristali 
 
Molska masa 251.45 g/mol 
Tališče 114 – 118 ˚C 
Izkoristek 90,0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = ,79 
MS (ESI -) 





1.19 - 1.30 (m, 1H, cikloheksil-H), 1.33 - 1.45 (m, 4H, 4x 
cikloheksil-H), 1.71 - 1.77 (m, 1H, cikloheksil-H), 1.80 - 1.90 (m, 
4H, 4x cikloheksil-H), 2.43 - 2.54 (m, 1H, cikloheksil-H), 4.19 (s, 
2H, CH2) , 7.18 - 7.21 (m, 2H, Ar-H), 7.42 - 7.46 (m, 2H, Ar-H), 




4.2.5. Sinteza N–(4–butoksifenil)–2–kloroacetamida (9) 
Ponovili smo postopek opisan pri spojini 5 z izhodno spojino p-butoksianilin 
(1.666 mL, 10.0 mmol, 1.0 ekv). Suspenzija je bila kakavove barve. Po filtriranju z 
odsesavanjem je bila lužnica svetlo oranžne barve, oborina pa rjava.   
 
 





Tališče 109 – 115 ˚C 
Izkoristek 97,0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,64 
MS (ESI +) 





0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3), 1.44 - 1.54 (m, 2H, CH2), 1.73 – 1.80 
(m, 2H, CH2), 3.95 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH2), 4.19 (s, 2H, CH2), 6.86 - 





4.3. Sinteza končnih spojin 
4.3.1. Sinteza N-[4-(dimetilamino)fenil]-2-[3-(4-fluorofenil)4-
oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin–5(4H)-il]acetamida (10) 
Spojino 4 (185 mg, 1 mmol, 1 ekv) smo na ledeni kopeli raztopili v 20 mL 
brezvodnega CH3CN. Dodali smo disperzijo 60 % natrijevega hidrida v mineralnem 
olju (48.0 mg, 1.2 mmol, 1.2 ekv) in za konico spatule benziltrietilamonijevega 
klorida (BTEAC). Bučko smo vzeli iz ledene kopeli in pri sobni temperaturi dodali še 
kalijev jodid (183.0 mg, 1.1 mmol, 1.1 ekv) ter spojino 5 (255.0 mg, 1.2 mmol, 
1.2 ekv). Mešali smo 18 ur, pri sobni temperaturi v inertni atmosferi (argon). Spojino 






Molska masa 407,41 g/mol 
Tališče 233 – 238 ˚C 
Izkoristek 82 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,20 
HRMS (ESI +) 
m/z 
Izračunano za C21H19O3N5F [M+H]





2.84 (s, 6H, 2 x CH3), 4.90 (s, 2H, CH2), 6.67 – 6.71 (m, 2H, Ar-
H), 7.37 – 7.44 (m, 4H, Ar-H), 8.30 – 8.36 (m, 2H, Ar-H), 8.78 (s, 







40.43, 48.96, 99.41, 112.67, 116.02 (JC-F = 21.9 Hz), 120.54, 
123.50 (JC-F = 3.1 Hz), 128.21, 131.14 (JC-F = 8.9 Hz), 147.31, 
155.70, 156.60, 158.43, 163.79, 163.80 (JC-F = 249.2 Hz), 175.52. 
HPLC tR = 5.897 min, 99.70 % čistost (254 nm) 
4.3.2. Sinteza 2-(3-(4-fluorofenil)-4-oksoisoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-
il)-N-(3,4,5-trimetoksifenil)acetamida (11) 
Ponovili smo postopek opisan pri spojini 10 (točka 4.3.1), kjer smo namesto 5 dodali 
spojino 6 (311 mg, 1.2 mmol, 1.2 ekv). Mešali smo 18 ur, pri sobni temperaturi in v 
inertni atmosferi (argon). Spojino 11 smo očistili s kolonsko kromatografijo z MF 
EtOAc/n-hex = 2/1. 
Izgled Beli kristali 
Molska masa 454,13 g/mol 
Tališče 213 – 218 ˚C 
Izkoristek 90 % 







3.61 (s, 3H, CH3), 3.72 (s, 6H, CH3), 4.92 (s, 2H, CH2), 6.95 
(s, 2H, Ar-H), 7.40-7.44 (m, 2H, Ar-H), 8.31-8.35 (m, 2H, Ar-H), 
8.79 (s, 1H, CH), 10.48 (s, 1H, NH) 
HRMS (ESI +) 
m/z 
Izračunano za C22H19FN4O6Na [M+Na]





49.23, 55.79, 60.24, 96.84, 99.49, 116.08 (JC-F = 21.9 Hz), 123.53 
(JC-F = 3.0 Hz), 131.20 (JC-F = 8.8 Hz), 133.74, 134.69, 152.77, 
152.93, 155.69, 156.65, 158.50, 163.88 (JC-F = 249.3 Hz), 164.72, 
175.59 




Ponovili smo postopek opisan pri spojini 10 (točka 4.3.1), kjer smo namesto 5 dodali 
spojino 7 (285 mg, 1.2 mmol, 1.2 ekv). Mešali smo 18 ur, pri sobni temperaturi in v 
inertni atmosferi. Spojino 12 smo očistili s kolonsko kromatografijo z MF EtOAc/n-







Izgled Beli kristali 
 
Molska masa 432,00 g/mol 
Tališče 186 – 190 ˚C 
Izkoristek 14,3 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,45 
1H NMR  
(400 MHz,  
DMSO-d6) 
δ(ppm) 
4.99 (s, 2H, CH2), 7.35 – 7.45 (m, 2H, Ar-H), 7.67 – 7.83 (m, 4H, 
Ar-H), 8.28 – 8.37 (m, 2H, Ar-H), 8.81 (s, 1H, Ar-H), 10.88 (s, 
1H, NH) 
HRMS (ESI -) 
m/z 





49.26, 99.39, 115.98 (d, JC-F = 22.0 Hz), 119.09, 123.42 (d, , JC-F = 
3.2 Hz), 123.75 (q, , JC-F = 32.2 Hz), 124.28 (q, , JC-F = 271.2 Hz), 
126.28 (q, , JC-F = 3.8 Hz), 131.07 (d, , JC-F = 8.8 Hz), 141.97 (q, , 
JC-F = 1.4 Hz), 155.57, 156.54, 158.37, 163.76 (d, , JC-F  = 249.2 
Hz), 165.46, 175.25 







Ponovili smo postopek opisan pri spojini 10 (točka 4.3.1), kjer smo namesto 5 dodali 
spojino 8 (299 mg, 1.2 mmol, 1.2 ekv). Mešali smo 18 ur, pri sobni temperaturi in v 
inertni atmosferi. Spojino 13 smo očistili s kolonsko kromatografijo z MF EtOAc/n-
hex = 2/1. 
 
Izgled Beli kristali 
 
Molska masa 447,17 g/mol 
Tališče 206 – 209 ˚C 
Izkoristek 31,4 % 





1.15 - 1.25 (m, 1H, cikloheksil-H), 1.29 - 1.41 (m, 4H, 4x 
cikloheksil-H), 1.65 - 1.71 (m, 1H, cikloheksil-H), 1.72 - 1.82 
(m, 4H, 4x cikloheksil-H), 2.41 - 2.47 (m, 1H, CH), 4.93 (s, 
2H, CH2), 7.14 - 7.19 (m, 2H, Ar-H), 7.37 - 7.44 (m, 2H, Ar-H), 
7.45 - 7.49 (m, 2H, Ar-H), 8.30 - 8.35 (m, 2H, Ar-H), 8.79 (s, 
1H, CH), 10.41 (s, 1H, NH)  
HRMS (ESI +) 
m/z 




25.58, 26.34, 34.01, 43.15, 49.07, 99.36, 115.96 (d, , JC-F = 21.9 
Hz), 119.16, 123.45 (d, , JC-F = 3.1 Hz), 126.95, 131.07 (d, , JC-F 
= 8.8 Hz), 136.23, 143.02, 155.62, 156.53, 158.36, 163.75 (d, , 
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DMSO-d6) JC-F = 249.1 Hz), 164.45, 175.48 




Ponovili smo postopek opisan pri spojini 10 (točka 4.3.1), kjer smo namesto 5 dodali 
spojino 9 (290.0 mg, 1.2 mmol, 1.2 ekv). Mešali smo 18 ur, pri sobni temperaturi in v 
inertni atmosferi. Spojino 14 smo očistili s kolonsko kromatografijo z MF EtOAc/n-
hex = 1/1. 
 
Izgled Beli kristali 
 
Molska masa 436,0 g/mol 
Tališče 171 – 173 ˚C 
Izkoristek 32,3 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hex = 2/1, V/V) = 0,62 
HRMS (ESI +) 
m/z  






0.92 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH3), 1.37 – 1.47 (m, 2H, CH2), 1.63 – 
1.72 (m, 2H, CH2), 3.92 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH2), 4.91 (s, 2H, 
CH2), 6.87 – 6.90 (m, 2H, Ar-H), 7.38 – 7.44 (m, 2H, Ar-H), 
7.45 – 7.49 (m, 2H, Ar-H), 8.30 – 8.35 (m, 2H, Ar-H), 8.79 (s, 
1H, CH), 10.33 (s, 1H, NH). 
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13C NMR  
(100 MHz, 
DMSO-d6) 
13.72, 18.76, 30.80, 49.01, 67.27, 99.40, 114.59, 116.01 (JC-F = 
21.8 Hz), 120.64, 123.48 (JC-F = 2.9 Hz), 126.80, 131.12 (JC-F = 
8.8 Hz), 131.49, 154.95, 155.67, 156.58, 158.42, 163.79 (JC-F = 
248.9 Hz), 164.18, 175.51 





5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. Komentar sinteznih postopkov 
5.1.1. Sinteza 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sinteza je bila prirejena po članku »Isoxazolopyrimidines as novel ΔF508-CFTR 
correctors« (49). Spojina 1 (oksim) nastane iz 4-fluorobenzaldehida s pomočjo 
nukleofilne adicije hidroksilamonijevega klorida na aldehidno skupino in eliminacijo 
vode (slika 7). Uporabljena topila so bila izbrana zaradi omogočene topnosti vseh 
komponent znotraj reakcije. V naslednji stopnji smo za pretvorbo v spojino 2 
uporabili NCS v brezvodnem mediju zaradi potencialne reakcije NCS z vodo. Za ta 
namen smo izbrali aprotično polarno topilo DMF. Z NCS poteče substitucija 
vodikovega atoma s kloridom. Produkt druge sintezne stopnje je 4-fluoro-N-
hidroksibenzimidoil klorid.  
 Slika 7: Predlagan reakcijski mehanizem, ki vodi v nastanek spojine 3 (49, 50). 
V tretji sintezni stopnji smo s predhodno sintezo močne baze NaOEt odcepili kisel 
proton na 2-cianoacetamidu in tako pripravili C-nukleofil, ki je reagiral s spojino 2. 
Reakcija je potekala čez noč pri povišani temperaturi 78 ˚C, pri tem pa je prišlo do 
ciklizacije in nastanka 5-amino-3-(4-fluorofenil)-1,2-oksazol-4-karboksamida (slika 
7) (49, 50).  
V zadnji sintezni stopnji osnovnega skeleta (spojina 4) pride do reakcije med 
nukleofilnim dušikom spojine 3 in elektrofilnim ogljikom trietil ortoformata (slika 8). 
Etoksi skupine na elektrofilnem reagentu so dobro izstopajoče skupine, pri tej sintezi 
40 
 
se zato odcepijo tri molekule etanola. Reakcije potekajo po mehanizmu nukleofilne 
substitucije. Po odcepitvi prvih dveh molekul etanola sledi ciklizacija do končne  
spojine 4. Odcepitev etoksi skupin dosežemo s pomočjo visoke temperature in 
acetanhidrida (49).  
 
Slika 8: Predlagan reakcijski mehanizem, ki vodi v nastanek spojine 4 (49). 
Postopek sinteze osnovnega skeleta smo ponovili trikrat zaradi slabših izkoristkov. 
Sklepamo, da je na količino končnega produkta vplivala predvsem prekristalizacija. 
Pri prekristalizaciji smo uporabili tri različna topila – voda (23.1 %), EtOH (ustavili 
na predzadnji stopnji) in MeOH (58.0 %). V vseh treh topilih je namreč 3-(4-
fluorofenil)[1,2]oksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on slabo topen (princip 
prekristalizacije), vendar je bil največji izkoristek dosežen pri prekristalizaciji z 
metanolom. Na količino nastalega produkta lahko vpliva tudi količina natrija, ki smo 
ga dodali.   
 
5.1.2. Sinteza alkilirajočih delov 
Vseh pet alkil kloridov smo pripravili iz primarnih aminov na katerih je potekla 
reakcija nukleofilne substitucije. Ker ima kloracetil klorid dva elektrofilna ogljika, 
reakcijo vodimo v smer nastanka N-aciliranega produkta z izbiro ocetne kisline kot 
topila, s katerim zmanjšamo nukleofilnost anilinskega derivata. V ocetni kislini je le 
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majhen delež anilinskega derivata v neprotonirani obliki, ki reagira z bolj elektrofilno 
karbonilno skupino kloracetil klorida; na ta način pa se zmanjša obseg N-alikiliranega 
stranskega produkta (51). Natrijev acetat dodamo v suspenzijo proti koncu reakcije 
zaradi nevtralizacije nastale kisline in s tem preprečimo nastanek soli, ki bi se tvorila 
med kislino in aminom, kar bi ustavilo reakcijo. 
 
5.1.3. Sinteza končnih spojin 
V zadnji stopnji naše petstopenjske sinteze gre znova za nukleofilno substitucijo med 
NH skupino pirimidinona in ustreznega alkil klorida (N-alkiliranje). Nukleofilnost 
spojine 4 povečamo z odcepitvijo protona z močno bazo NaH. Topilo, ki smo ga 
uporabili tekom te reakcije, je bil brezvodni acetonitril, ponovno iz podobnega 
razloga kot v prejšnjih stopnjah – voda namreč predstavlja konkurenčni nukleofil. 
Zaradi nastanka natrijeve soli in slabše topnosti v acetonitrilu smo na začetku reakcije 
dodali še katalizator faznega prehoda BTEAC (slika 9).  
 
Slika 9: Predlagan reakcijski mehanizem, ki vodi v nastanek končnih spojin. 
Tri od petih končnih spojin imajo slabši izkoristek, zato bi bilo potrebno sintezni 
postopek še optimizirati. Poleg tvorbe stranskih produktov na slabši izkoristek 






5.2. Rezultati in komentar biokemijskega testiranja 
Kot je že omenjeno na začetku, smo vseh pet končnih spojin (10-14) biokemijsko 
ovrednotili. Rezultati so prikazani v preglednici spodaj, zaviralna aktivnost spojin je 
opisana z RA in je podana v odstotkih. Spojinam z RA nižjo od 50 % smo izračunali 
tudi srednjo zaviralno koncentracijo – IC50.  
Tabela 3: Rezultati biokemijskega testiranja 
Struktura spojine Oznaka 
RA [%] 
rhIDO1 pri 
100 µM  
ali IC50 [µM] 
 
 10 94,0 % 
 
 11 92,1 % 
 










Spojine so analogi 2-(3-(4-fluorofenil)-4-izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)-N-
fenilacetamida in imajo osnovno strukturo (Slika 10) enako. Vsi substituenti so bolj 
lipofilni, z izjemo dimetilaminskega substituenta, ki uvaja bazični center v molekuli. 
Substituenti pri spojini 11 in 12 uvajajo elektronegativne atome, ki preko neveznih 
elektronskih parov lahko tvori dodatne vodikove vezi. 
 
Slika 10: Osnovni skelet naših sintetiziranih spojin. 
Spojine 10, 11 in 14 imajo RA precej višji od 50 % in nimajo določene IC50 
vrednosti. IC50 vrednost smo določili spojinama 12 in 13, kljub razliki v RA in v 
substituentu, sta vrednosti primerljivi. Spojina 13 ima najnižji RA in tudi najboljšo 
(nizko) vrednost IC50 v µM območju. Sklepamo, da se cikloheksil najbolje prilega v 
žep B, kjer tvori ustrezne interakcije (hidrofobne) z aminokislinskimi ostanki v 
aktivnem mestu encima IDO1. Poleg tega ima cikloheksil dve možni konformaciji, 
kar lahko omogoča boljše prileganje v aktivno mesto encima.  
 
 
Slika 11: Graf določanje vrednosti IC50 spojin 12 in 13.  
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Za spojini 12 in 13 smo dobili zelo lepi krivulji, preko katerih smo s pomočjo 
programa GraphPad Prism določili IC50 vrednosti (Slika 11).  
5.2.1. SAR in rezultat sidranja spojine 12 v aktivno mesto IDO1 
Odnos med strukturo in delovanjem (SAR) nam pove, kakšna je povezava med 
strukturo in aktivnostjo spojin in kateri deli molekule so ključni za zaviralno 
aktivnost. Na sliki 12 je prikaz spojine 12 (zelena), sidrane v aktivnem mestu encima 
(modra). Osnovni skelet 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]primidin-4(5H)-on zaseda 
vezavni žep A, medtem ko se substituirani fenilacetamidni fragment veže v žep B. 
Predpostavljene interakcije, ki jih 12 lahko tvori z aminokislinskimi ostanki, so 
sledeče: z oranžno je predstavljena koordinativna vez s Fe2+ hema (rdeča), z vijolično 
3 vodikove vezi z Ala264, Gly265 in Ser167, z zeleno halogenska vez z Leu234 ter s 
sivo hidrofobne interakcije med 12 in Val130, Phe163, Phe164, Phe226, Leu234 in 
Thr368. 
 




Rak je drugi najpogostejši vzrok smrti po svetu in v Sloveniji, zato je nujen razvoj 
novih učinkovin in zdravil.  Ena izmed potencialnih novih tarč za zdravljenje raka je 
encim indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1), ki je povezan s slabšo prognozo bolezni. 
V  magistrski nalogi smo na podlagi prejšnjih raziskav sintetizirali nove zaviralce 
IDO1 z osnovnim skeletom 2-(3-(4-fluorofenil)-4-izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-
il)-N-fenilacetamidom, na katerega smo pripenjali različne substituente. Uspešno smo 
sintetizirali 5 novih spojin, ki smo jim ovrednotili zaviralno delovanje na IDO1 v 
fluorimetričnem testu. Najmočnejše zaviralno delovanje sta imeli spojina 12 (IC50 = 
23,3 µM) in 13 (IC50 = 22,2 µM) , ki imata na osnovni 2-(3-(4-fluorofenil)-4-
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)-N-fenilacetamidni skelet pripeto 
trifluorometilno skupino oziroma cikloheksilni obroč. Spojino 12 smo izbrali za 
virtualno sidranje v aktivno mesto encima, kar smo izvedli s pomočjo računalniškega 
programa GOLD. Interakcije, ki omogočajo vezavo zaviralca v aktivno mesto, smo 
predvideli s programom PLIP.  
Sintezni postopek osnovnega skeleta smo ponovili večkrat, z različnimi razmerji 
reagentov in topil. Izkoristka spojin 10 in 11 sta bila najboljša, medtem ko so 
izkoristki drugih treh spojin slabši, kar odpira možnosti za nadaljnjo optimizacijo 
sinteznega postopka. Ker imata spojini 12 in 13 zaviralno delovanje na IDO1 v 
nizkem mikromolarnem območju, bi bilo v prihodnosti smiselno nadaljevati z 
optimizacijo vsaj ene od teh dveh spojin. Vse naše spojine sledijo vsem štirim 
zahtevam, ki jih je postavili Röhrig s sodelavci, zato imajo izoksazolo[5,4-
d]pirimidinonski zaviralci potencial za nadaljnji razvoj zaviralcev encima IDO1, ki bi 
se lahko v prihodnosti uporabljali kot protitumorne učinkovine.  
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